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PADRAO DE METILACAO DO GENE XIST E DA ICR/H19 EM OVOCITOS
IMATUROS E MATURADOS IN VITRO DE PORCAS CIiCLICAS E MARRAS PRE-
PUBERES

RESUMO

A idade reprodutiva da fémea é um dos fatores que afeta a producao in vitro de
embrides. Sabe-se que ovécitos de fémeas pré-puberes comparados com fémeas
puberes apresentam menor competéncia de desenvolvimento. Portanto, é importante
compreender 0s aspectos que causam essa menor competéncia para se alcancgar
uma melhor eficiéncia da PIVE. Nesta pesquisa comparou-se o padrdo de metilagéo
do gene XIST e da ICR/H19 de ovdcitos obtidos de marras pré-puberes e porcas
ciclicas antes e depois da maturacao in vitro. Para a ICR/H19, ndao houve diferencas
para 0s niveis de metilacdo entre os tratamentos avaliados. Os percentuais de
metilagdo foram: mGV (36,15 £ 8,6%), pGV (30,14 £ 7,2%), mMIl (17,35 + 6,7%) e
pMIl (19,96 + 6,9%). Porém, quando comparados ao controle (espermatozoide - 94,3
1 1,04%), os ovocitos de mMIl e pMIl foram menos metilados (p=0,0001). Esses dados
confirmam a caracteristica imprinted do gene, com espermatozoide metilado e ovdcito
MII desmetilado. O gene XIST apresentou padrées de metilacao diferentes entre os
grupos mGV (17,29 = 5,8%) e pGV (48,81 + 9,6%) (p=0,0305), entre mGV e mMII
(0,28 + 0,2%) (p=0,0342) e entre mMIl e pMIl (82,35%) (p=0,0001). Quando
comparado com o padrdao de espermatozoide (0,42 + 0,42%), os ovocitos de pMIl
foram estatisticamente diferentes (p=0,0001), porém os ovocitos de mMIl foram iguais.
Esses dados confirmam que essa regiao do XIST também apresenta uma
caracteristica imprinted, com espermatozoide desmetilado e ovocitos pMIl metilado.
Além disso, os resultados mostraram que 0s ovicitos menos competentes, de marras,
nao conseguiram se reprogramar corretamente para essa regidao do XIST apds a
maturacao in vitro. Assim, sugere-se que essa regiao tem potencial para ser utilizada
como um marcador molecular epigenético para competéncia ovocitaria, ja que os
ovocitos menos competentes apresentaram um padréao de metilagdo muito alterado
do que aquele esperado para um ovocito maturado.

Palavras-chave: Competéncia ovocitaria. Epigenética. IGF2. Imprinting. Maturacao

ovocitaria. Metilacao de DNA. Suinos. XIST.
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ABSTRACT
The reproductive age of the female is one of the factors that affects the in vitro embryo
production. It is known that oocytes from prepubertal females compared to cycling
females have lower developmental competence. Therefore, it is important to better
understand the aspects causing this lesse competence to achieve better efficiency of
the IVP. In this research, the methylation pattern of the XIST gene and the ICR/H19 of
oocytes obtained from prepubertal gilts (g) and cycling sows (s) were compared.
Regarding the ICR/H19, there were no differences for methylation levels among the
groups. The methylation percentage were: gGV (36.15 £ 8.6%), sGV (30.14 £ 7.2%),
gMIl (17.35 £ 6.7%) and sMIl (19.96 + 6,9%). However, when compared to the control
(spermatozoa - 94.3 + 1.04%), gMIll and sMIl were less methylated (p=0.0001). These
data confirm the imprinted pattern of the gene, with spermatozoa highly methylated
and Ml oocytes hypomethylated. The XIST gene showed different methylation pattern
when comparing gGV (17.29 £ 5.8%) and sGV (48.81 £ 9.6%) groups (p=0.0305), gGV
and gMIl (0.28 + 0.2%) (p=0.0342) and gMIIl and sMll (82.35%) (p=0.0001). However,
to the spermatozoa (0.42 + 0.42%), sMIl oocytes comparing were different (p =
0.0001). These data confirm that this region of the XIST also exhibits an imprinted
pattern, with spermatozoa demethylated and the oocytes highly methylated. In
addition, results showed that less competent oocytes, from gilts, were unable to
correctly reprogram the methylation pattern of this region of XIST after in vitro
maturation. Thus, it is suggested that this region of XIST has potential to be used as
an epigenetic molecular marker for oocyte competence, since the less competent
oocytes exhibit an altered methylation pattern than that what is expected for a matured

competent oocyte.

Keywords: Oocyte competence. Epigenetics. IGF2. Imprinting. Oocyte maturation.
Methylation of DNA. Swine. XIST.



1 INTRODUGCAO

A producéo in vitro de embrides (PIVE) é uma técnica de reproducgéo assistida
(TRA) que compreende as etapas de maturagao, fecundacao e cultivo embrionario in
vitro até os estagios de morula e blastocisto. Essa técnica permite explorar o maximo
potencial reprodutivo das fémeas e é utilizada para acelerar a multiplicagao de animais
geneticamente superiores. Os suinos sdo um excelente modelo biomédico para
humanos, devido as semelhancas biolégicas que possuem com 0os mesmos. Portanto,
essa biotecnologia também pode ser usada como fonte de células e érgaos para
xenotransplantes, animais clones e transgénicos para produzir proteinas especificas
(Lunney, 2007).

No entanto, esta técnica ainda tem seu uso limitado devido a falta de
padronizacdo dos meios de maturagdo, fecundagdo e cultivo, alta incidéncia de
polispermia e baixo potencial de desenvolvimento embrionario quando comparado
com os embrides produzidos in vivo (Nakamura, Tajima e Kikuchi, 2017). Além desses
fatores, a origem dos ovécitos, provenientes de fémeas pré-puberes ou fémeas
puberes, pode afetar a producdo de embridbes e o emprego das técnicas de
reproducao assistida (Van De Leemput et al., 1999). Ovécitos obtidos de marrds em
comparacdo com ovécitos de porcas possuem menor competéncia de
desenvolvimento e um niumero menor atinge a fase de metafase Il durante o processo
de maturacao (Sherrer, Rathbun e Davis, 2004). Portanto, é importante compreender
o que afeta ou determina a qualidade do ovécito, para que se consiga obter um
desenvolvimento adequado do embrido.

Avaliando-se ovdcitos de marras e porcas maturados in vitro, alguns genes ja
foram identificados como possiveis marcadores moleculares para qualidade
embrionaria (Paczkowski et al., 2011). Além disso, vérios trabalhos foram realizados
em diferentes espécies para determinar o padrédo de metilacdo de ovécitos a fim de
se compreender como a metilacdo do DNA e a competéncia ovocitaria estao
relacionadas (Park et al., 2009; Fagundes et al., 2011; Liang et al., 2014).

Dentro deste panorama, a avaliacao do perfil epigenético de genes antes e
apds a maturacdo in vitro pode fornecer informagdes importantes na busca por
marcadores moleculares relacionados a maturagédo e competéncia ovocitaria. O uso
das biotécnicas de reproducdo animal é importante e necessario dentro dos

programas de melhoramento e de conservacao animal, além dessas técnicas serem



importantes como modelos de estudos, aumentando a eficiéncia da multiplicagcao de
animais de interesse. A descoberta e 0 uso de marcadores moleculares relacionados
a qualidade ovocitaria podem auxiliar no desenvolvimento e adaptacdo de novos
protocolos de PIVE, melhorando a eficiéncia das TRAs.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fisiologia Reprodutiva da Fémea Suina

O ciclo estral de uma fémea suina dura em média 21 dias, podendo variar de
18 — 24 dias, e ocorre durante o0 ano todo. Por isso a espécie é considerada poliéstrica
nao estacional. Ha duas fases que caracterizam o ciclo estral de suinos: a fase
folicular e a fase luteal. A primeira, com duracao de 4 — 5 dias, compreende o periodo
desde a regressao do corpo luteo (CL) até a ovulacéo, e a segunda dura de 15— 17
dias (Frare et al., 2013).

A fase folicular pode ser subdividida em pré-estro (1 — 3 dias) e estro. No pré-
estro ha liberacdo de prostaglandina pelo endométrio e com isso ocorre lutedlise,
levando a queda da progesterona. O estro se inicia com a queda dos niveis circulantes
de progesterona, produzido pelo corpo luteo e aumento dos niveis de estrégeno,
produzido pelo foliculo (Prather e Day, 1998). Antes da ovulacdo ha a liberacao
maxima de estrégeno, pois o crescimento folicular esta no seu ponto maximo e apés
a ovulacao, com a formacao do corpo luteo, a progesterona é que atinge seu ponto
maximo (Soede e Kemp, 1997). Além disso, ocorre o pico de LH que desencadeia
uma série de alteragdes nos foliculos ovulatérios levando a maturagcado dos ovocitos
(Soede e Kemp, 1997).

Na fase luteal ha predominancia de progesterona devido a presenca do CL.
Essa fase é dividida em metaestro (2 — 3 dias) e diestro (7 — 12 dias). Na primeira, h&
concentracdo de estrégeno em niveis basais e producdo de progesterona pelos
corpos hemorragicos. Além disso, as células da granulosa e teca sofrem diferenciacao
e infiltragéo de vasos e tecido conjuntivo, sendo entdo denominadas de células luteais
grandes e células luteais pequenas, respectivamente (Frare et al., 2013). Caso ocorra
a gestacao, essas células produzirdo progesterona para a manutengédo da mesma. No
diestro ha producdao maxima de progesterona entre os dias 12 — 14 do ciclo. Nos dias
15 — 16 inicia-se a regressdao do CL, em fémeas nao gestantes, levando a



concentragdo de progesterona a niveis basais nos dias 17 — 18 do ciclo estral (Frare
et al., 2013).

Fémeas suinas jovens diferem das porcas em alguns aspectos reprodutivos,
por exemplo na duragéo do estro, que em porcas dura em média 50 — 60 horas e em
leitoas de 26 a 36 horas (Frare et al., 2013). Além disso, as porcas ovulam em média
entre 40 — 50 horas apés o inicio do cio (Soede e Kemp, 1997), ja as leitoas apos 30
— 38 horas do inicio do cio (Prather e Day, 1998).

De forma geral, as fémeas suinas liberam grande numero de ovécitos (10 — 30
ovocitos em cada ciclo), e apresentam taxa de fecundacao entre 95 e 100%, porém,
cerca de 50% dos embrides sédo perdidos durante a gestagao (Serret et al., 2007). Do
total de perdas, 30 — 40% ocorrem no terco inicial da gestacao e 10% durante a fase
fetal (Serret et al., 2007). Esse fato pode ser explicado pela assincronia utero-embriao
e o intervalo de tempo que é necessario para que ocorra a ovulagdo de todos os
foliculos (Serret et al., 2007). A entrada dos embrides no corpo uterino ocorre em
aproximadamente 48 horas apds a ovulacao, no estagio de 4 células, quando também
ocorre a ativacdo do genoma embrionario (Telford, Watson e Schultz, 1990). Ja a
eclosao dos embrides ocorre entre os dias 6 (D6) e 7 (D7) (Prather e Day, 1998).
Portanto, é uma fase critica em que se deve ter cuidado com o manejo da fémea suina
(Deschamps et al., 2007).

2.2 Foliculogénese e Ovogénese

Com o crescente avanco das TRAs torna-se necessario cada vez mais uma
melhor compreensao dos eventos envolvidos na foliculogénese e ovogénese, a fim de
se obter maior eficiéncia das técnicas que utilizam ovécitos maturados in vitro (Adona
et al.,, 2015). A ovogénese refere-se a producao do gameta feminino (ovécito), desde
o desenvolvimento e diferenciacdo das células germinativas primordiais (CGPs) até a
formacao do ovécito e sua fecundacdo. Concomitante a esse evento ocorre a
formacao e desenvolvimento do foliculo (foliculogénese), que € a unidade
morfofuncional do ovario e desempenha funcdes de producdo de hormbdnios
esterdides e mantém a viabilidade do ovdcito até o0 momento da ovulacdo (Adona et
al., 2015).

Durante a embriogénese inicial em mamiferos, as CGPs, que se encontram em
uma regido extra-embrionaria préxima ao saco vitelinico migram para o epitélio

endodermal do intestino posterior e depois se movem pelo mesentério dorsal em



direcéo as cristas urogenitais, onde se formara o ovario e estas células se alojam e se
diferenciam em ovog6nias. Essa migracao ocorre por movimentos ameboides (Soto-
Suazo e Zorn, 2005). As CGPs sofrem sucessivas divisdes mitéticas e se diferenciam
em ovogébnias (diploides — 2n) (Adona et al., 2015). Nesse momento inicia-se a
foliculogénese e o processo de divisdo meibtica, dando origem aos ovocitos primarios.
No entanto, a meiose € interrompida na fase de dipléteno da préfase | (Adona et al.,
2015). Os ovdcitos parados em dipldéteno sao considerados imaturos e a meiose €
retomada apenas apos o nascimento, quando o animal atinge a puberdade.

O inicio da foliculogénese caracteriza-se pela cobertura do ovécito imaturo por
uma camada de células da granulosa formando os foliculos primordiais. Esses
foliculos conterdo, portanto, todo o estoque de gametas femininos (determinado
durante o periodo fetal) por toda a vida da fémea mamifera e a cada ciclo vao sendo
recrutados para crescimento (Zuccotti et al., 2011). O recrutamento desses foliculos
dentro da dinamica folicular € independente de gonadotrofinas, sendo, portanto,
influenciados por fatores ovarianos locais e podendo se tornar atrésicos. No entanto,
a selecao de foliculos ovulatérios é dependente de gonadotrofinas (Frare et al., 2013).

O foliculo primario apresenta alteragdes do formato das células da granulosa
de pavimentoso para cubico e o ovicito aumenta de tamanho (Fair, 2003). O foliculo
secundario é caracterizado por mais de uma camada de células somaticas e inicia-se
o processo de formacdo da cavidade antral (Fortune et al., 2000). Também nesse
estagio forma-se a zona pellcida ao redor do ovécito (Fair, 2003). A formacao do antro
leva a separacao das células da granulosa das células do cumulus (CCs). As primeiras
sao responsaveis pela producdo de horménios esteroides e as CCs, que se ligam ao
ovocito através das juncdes gap, dao suporte ao desenvolvimento ovocitario (Zuccotti
et al., 2011; Macaulay et al., 2014).

No periodo pré-ovulatério, o ovécito sofre a maturagdo nuclear, citoplasmatica
e molecular, o que o torna apto para a fecundacao (Fair, 2003; Mehlmann, 2005). Apds
o pico de LH, o ovdcito retoma a meiose, havendo primeiramente o rompimento da
vesicula germinativa (VG) e formagao da placa metafasica (Fair, 2003; Mehimann,
2005). Em seguida, o ovocito interrompe novamente a meiose em metafase I,

momento em que ocorre a ovulagdo (Mehimann, 2005).



2.3 Aquisicao da competéncia ovocitaria

A competéncia ovocitaria é definida como a capacidade de um ovécito formar
um embrido. A aquisicdo dessa competéncia ocorre, in vivo, durante a sua fase de
crescimento, ou seja, simultaneamente ao desenvolvimento do foliculo. In vitro, a
maturagdo espontanea dos ovocitos causa uma assincronia entre a maturagao
nuclear e citoplasmatica levando a uma diminuigao da competéncia (Lee et al., 2015).

A qualidade do ovécito € um fator que afeta a competéncia. Alguns fatores,
como estado nutricional da doadora, armazenamento e transporte apds aspiracao e
os meios utilizados na PIVE, podem afetar a quantidade e qualidade dos gametas
femininos (Leroy et al., 2015; Tsoulis et al., 2016; Amoako, Nafee e Ola, 2017;
Suttirojpattana et al., 2017). Além disso, o tamanho do foliculo (Marchal et al., 2002;
Caixeta et al., 2009) e idade da doadora também sao fatores importantes para a
qualidade e competéncia ovocitarias. Ovocitos oriundos de fémeas adultas tiveram
melhor capacidade de desenvolvimento em relagcdo aos de porcas jovens (O'brien et
al., 2000; Armstrong, 2001; Marchal et al., 2001; Grupen et al., 2003; Bagg et al., 2007;
Paczkowski et al., 2011).

Foliculos grandes apresentaram ovocitos com maiores taxas de maturagéo
nuclear in vitro, formacao pro-nuclear e produgéo de blastocistos quando comparados
com ovécitos de foliculos pequenos (Yoon et al., 2000; Marchal et al., 2002). Além
disso, em bovinos, foi caracterizado que a expressao dos genes que codificam
histonas aumenta gradativamente conforme o tamanho do foliculo também aumenta,
e isso pode estar relacionado com a competéncia do ovécito (Caixeta et al., 2009).

O COC (complexo cumulus-ovécito) como um todo também participa da
aquisicao de competéncia do ovécito. O ovécito interage com as CCs através das
juncdes gap, que sado pequenas projecoes transzonais que penetram a zona pellcida
e entram em contato com a membrana plasmatica do ovécito. Assim, as CCs
conseguem dar suporte ao gameta durante seu crescimento e desenvolvimento
(Macaulay et al., 2014). A comunicagao bidirecional entre ovocito e CCs é fundamental
para a aquisicdo de competéncia e desenvolvimento dos ovécitos (Gilchrist, Lane e
Thompson, 2008; Macaulay et al., 2014).

Durante a formacao dos gametas ha uma primeira onda de reprogramacao
epigenética necessaria para que essas células figuem aptas a fecundagéo (Reik,
Dean e Walter, 2001; Morgan et al., 2005; Franco, Marinho e Lunardelli, 2016). O
estabelecimento incorreto das marcas epigenéticas durante a formacao dos gametas



os tornam incapazes de formar o embriao (Amoako, Nafee e Ola, 2017). Portanto,
estudos a respeito da reprogramacao epigenética durante a ovogénese podem
subsidiar a melhoria da eficiéncia das TRAs. Além disso, é importante definir se a
idade da fémea influencia no estabelecimento dos padrdes epigenéticos durante a

ovogénese.

2.4 Maturacao ovocitaria

A maturagdo ovocitaria € uma das fases mais importantes e criticas da
producéo de embrides, pois tem um papel determinante na producéo e qualidade dos
embrides ja que € nesse periodo que o ovocito adquire capacidade para prosseguir
com o desenvolvimento (Gottardi e Mingoti, 2009). Os ovécitos coletados sao
selecionados de acordo com a morfologia, o que nem sempre reflete a qualidade dos
mesmos, ja que € um meétodo subjetivo, podendo resultar em embrides de pior
qualidade (Wang e Sun, 2006). O ovécito passa por processos de maturagao nuclear,
citoplasmatica e molecular, que o torna capaz de suportar o desenvolvimento
embrionario (Wang e Sun, 2006; Zuccotti et al., 2011). O primeiro refere-se a uma
série de eventos que envolvem a divisdo dos cromossomos propriamente dita, desde
a fase de dipléteno da profase | até a fase de metafase Il. J& a maturacao
citoplasmatica e molecular envolvem a redistribuicdo de organelas e estoque de RNA
mensageiro (MRNA) e proteinas respectivamente, sendo isso essencial para o
posterior desenvolvimento embrionario (Watson, 2007).

Durante a maturagéo nuclear, os ovocitos de mamiferos passam por periodos
de retencdo meidtica em dois momentos. O primeiro € na fase inicial da divisdo
meibtica (estagio de VG), em que o ovdécito fica retido, in vivo, até que a retomada da
meiose seja desencadeada pelo pico de LH e gonadotrofinas (Zuccotti et al., 2011).
Na maturacao in vitro, a retomada da meiose ocorre espontaneamente logo apds a
aspiracao dos COCs dos foliculos (Gilchrist e Thompson, 2007).

Neste evento ha a quebra da vesicula germinativa (GVBD), que marca o inicio
da maturagao nuclear e, em mamiferos, € caracterizada pela condensagéao gradual da
cromatina, desaparecimento do nucléolo e desintegracdo da membrana nuclear
(Kubelka et al., 1988). Em seguida, as cromatides se organizam em fuso
caracterizando o estagio de metafase | (Ml), seguido por anafase e teléfase. Nesse
periodo, os cromossomos homélogos sdo divididos em duas células (metade dos

cromossomos fica no ovécito e a outra metade no primeiro corpusculo polar),



formando uma célula hapléide. O citoplasma, no entanto, é dividido assimetricamente,
sendo o ovécito muito maior que o corpusculo polar (Can, Semiz e Cinar, 2003). Os
ovocitos entdo alcangam o estagio de metafase Il (Mll), que € o segundo periodo de
retencdo meidtica. Aqui, os ovécitos estdo maturados e aptos para a fecundacao,
qguando entao o ovocito retoma novamente a meiose (Lonergan et al., 2000). O término
da segunda divisdo meibtica se caracteriza pela progressao de Ml até teléfase I, que
culmina na extrusao do segundo corpusculo polar (Gottardi e Mingoti, 2009).

Na maturacao citoplasmatica hd uma reorganizacdo de estruturas para a
periferia do ovécito e na maturagdo molecular o acimulo de nutrientes, substratos e
MRNA que sao necessarios para o término da maturagéo, fecundacao e para o futuro
desenvolvimento embrionario inicial (Watson, 2007; Gottardi e Mingoti, 2009). Nesse
periodo, € importante que haja uma sincronizagcdo entre a maturagdo nuclear e
citoplasmatica para que se obtenha uma boa eficiéncia da PIVE (Lee et al., 2015).

A maturagdo molecular consiste em varias etapas, como transcricao,
armazenamento e processamento do mRNA, que sera traduzido em proteinas
necessarias para os eventos celulares subsequentes, como a fecundacdo e a
embriogénese inicial (Gottardi e Mingoti, 2009). A maioria dos mMRNA acumulados no
ovocito € sintetizada durante o periodo de crescimento ovécitario (De Sousa et al.,
1998), pois, apds a retomada da meiose, com a condensag¢do dos cromossomos, a
sintese de mRNA pelo ovécito reduz (Wu et al., 1996; Mamo et al., 2011; Macaulay et
al., 2014; Spricigo et al., 2014). Assim, até que haja a transicdo materno-zigotica
(ativacdo do genoma embrionario), o desenvolvimento do ovécito e do embrido
precoce depende dos estoques de mRNA e proteinas acumulados anteriormente (De
Sousa et al., 1998; De La Fuente e Eppig, 2001). Em suinos, essa transicao ocorre no
estagio de embrido de 4 células (Telford, Watson e Schultz, 1990).

Os mRNAs estocados no ovocito estdo dormentes devido a sua curta cauda
poli-A. Quando necessaria a sua tradugdo, o mRNA sofre poliadenilacédo, ou seja,
adicdo de adeninas na posi¢ao 3’, reagao catalisada pela enzima poli-A polimerase
(Gottardi e Mingoti, 2009; Liu et al., 2016). Assim, ha a liberacdo de moléculas
repressoras acopladas ao segmento 5° e o mRNA se torna circular, 0 que permite a
sua traducéao (Gottardi e Mingoti, 2009). Portanto, a cauda poli-A curta ndo permite a
traducao do RNA. As CCs também podem transferir mMRNA para o ovécito (Macaulay
et al., 2014). Através das jungbes gap, essas células transferem nutrientes
necessarios para o crescimento e para aquisicido de competéncia do ovdcito



(Macaulay et al., 2014). Dentre os transcritos produzidos durante a maturagao, 0s
principais sao reguladores do ciclo celular, como por exemplo o MPF (fator promotor
de maturagdo) (Spricigo et al, 2014) e a MAPK (proteina quinase ativada por
mitdgenos) (Ferreira et al., 2009; Adona et al., 2015). As alteracdes morfoldgicas que
ocorrem durante a maturagéo, como condensag¢ao dos cromossomos, rompimento da
vesicula e reorganizacao das organelas, sao reguladas principalmente pelo MPF com
participacao das proteinas MAPK (Adona et al., 2015).

2.5 Producao in vitro de embrioes (PIVE) suinos

A PIVE em suinos € uma biotécnica relativamente nova. Nos anos noventa
nasceram 0s primeiros suinos cujos ovocitos foram maturados e fecundados in vitro
(Mattioli et al., 1989; Yoshida et al., 1993), mas apenas uma década depois nasceram
animais produzidos totalmente in vitro (Kikuchi et al., 2002). Desde entao, as técnicas
de maturacédo, fecundacao e cultivo in vitro se aprimoraram e tornou possivel que
outros laboratérios também obtivessem éxito (Somfai et al., 2009; Nakamura, Tajima
e Kikuchi, 2017). Essa técnica possui varias aplicacbes como por exemplo a
intensificacdo da produgdo de embrides de alto valor genético, o que reforgca os
programas de melhoramento genético, permitindo importantes ganhos econémicos
(Deschamps et al., 2007).

A PIVE suina possui ainda outras aplicagdes como o uso da mesma para
pesquisas biomédicas humanas, pois esses animais possuem grandes semelhancas
fisiolégicas com os seres humanos. O uso de tecido humano para desenvolvimento
de técnicas para tratamentos e pesquisas em doengas humanas é restringido por
questdes éticas, portanto modelos animais sdo mais utilizados (Fagundes e Taha,
2004). Além disso, a clonagem e produgdo de animais transgénicos também sao
importantes dareas de abrangéncia da PIVE, sendo os suinos transgénicos
amplamente utilizados como modelos para doencas humanas (Kragh et al., 2009; Luo
et al., 2011) e xenotransplantes (Luo et al., 2012; Zinovieva et al., 2014).

O sucesso das TRAs depende em grande parte da boa qualidade dos
embrides. Muitos estudos buscam melhorar os protocolos de PIVE, no entanto ainda
héa limitacdo para o uso da técnica devido aos problemas relacionados ao processo
de producéo in vitro. Dentre as principais limitacdes destacam-se a ineficiéncia da
maturacdo nuclear, citoplasmatica e molecular e da fecundacdo, alta taxa de
polispermia e baixa eficiéncia no cultivo embrionario (Luo et al., 2012; Grupen, 2014).



Além disso, a técnica possui uma baixa eficiéncia quando comparada com outras
espécies e com a produgao in vivo (Kikuchi, 2004; Grupen, 2014) e de acordo com a
idade da fémea, visto que fémeas mais jovens possuem ovécitos de menor qualidade
(O'brien et al., 2000; Armstrong, 2001; Marchal et al., 2001; Grupen et al., 2003; Bagg
et al., 2007; Paczkowski et al., 2011).

Um sistema de PIVE padrdo inclui a maturagéo in vitro (MIV), fecundacgao in
vitro (FIV) e cultivo in vitro (CIV), o que expde o ovocito e o embrido a um ambiente
de producéo totalmente diferente do in vivo, no que se refere a temperatura, umidade,
tensdo de oxigénio e meios de cultivo. Esse ambiente totalmente adverso pode alterar
processos metabdlicos (Swain et al., 2002) e até mesmo o padréo epigenético (Gregg,
2017) dos embrides produzidos in vitro quando comparados com os produzidos in

Vivo.

2.6 Epigenética

A epigenética tem se tornado cada vez mais o foco de pesquisas e estudo de
processos bioldégicos ndo s6 em animais, como também em humanos e plantas.
Células totipotentes, contendo as mesmas informacdes genéticas, ou seja, a mesma
sequéncia de DNA ou genoma, conseguem se diferenciar em qualquer célula
somatica durante o desenvolvimento embrionario (Boland, Nazor e Loring, 2014). O
mecanismo pelo qual isso ocorre é conhecido como epigenética (Franco, Marinho e
Lunardelli, 2016). Conrad Waddington usou pela primeira vez, na década de 1940, o
termo epigenética para se referir a interagao entre genes e meio ambiente. Essa area
recente da genética é definida como o estudo dos processos que alteram a expressao
génica e o fendtipo celular sem alteracbes no gendtipo, gerando caracteristicas
herdaveis e que sao reversiveis (Dupont, Armant e Brenner, 2009).

O padrao epigenético pode ser influenciado pelo meio ambiente (Dupont,
Armant e Brenner, 2009). Atualmente, sabe-se que mecanismos epigenéticos estao
associados a remodelacao global da cromatina, controlando uma variedade de
processos e doencas, como, cancer, obesidade e estresse (Esteller, 2008; lacobuzio-
Donahue, 2009; Van Dijk et al., 2015). Através do estudo da epigenética, é possivel
associar essas doencas com alguma situacao externa vivida pelos pais ou avos dos
individuos, como desnutricao e estresse intenso (Kellermann, 2013). Assim, é possivel
que o padrao epigenético seja modificado através de fatores ambientais como idade,
nutricdo, fatores fisicos (comportamento, temperatura, densidade populacional,
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estresse), fatores quimicos (toxinas e farmacos), levando, por exemplo, a
hipermetilagdo de promotores de genes supressores de tumores, e consequente
silenciamento dos mesmos (Faulk e Dolinoy, 2011).

Alguns fatores epigenéticos, como a metilacdo do DNA, modificacdes pos-
traducionais das histonas e RNAs nao-codantes (Fingerman et al.,, 2012), tém um
papel fundamental na gametogénese e embriogénese. Os dois primeiros estao ainda
relacionados com diferenciacao celular e tecidual, imprinting genémico, inativagdo do
cromossomo X e silenciamento de elementos de transposicdo. Portanto, falhas
nesses processos podem levar a alteragées na competéncia dos gametas, morte
embriondria e baixa eficiéncia das TRAs (Franco, Marinho e Lunardelli, 2016).
Portanto, pesquisas que busquem compreender os eventos epigenéticos durante a
gametogénese e embriogénese sdo necessarios para que se possa melhorar a

eficiéncia das TRAs (Franco, Marinho e Lunardelli, 2016).

2.6.1 Metilacao do DNA

A metilacdo do DNA é um dos eventos epigenéticos mais estudados e é
estabelecido pela transferéncia de um grupo metil (CHs) para o carbono 5 de uma
citosina, formando uma 5-metilcitosina - 5mC (Dupont, Armant e Brenner, 2009).
Normalmente, as citosinas que recebem um CHs antecedem uma base guanina no
DNA sendo chamados sitios CpG (Citosina-fosfato-Guanina). Em geral, metilagéo na
regiao de promotores génicos esta associada com silenciamento do gene através da
repressao da transcrigado. Isso porque a 5mC impede fisicamente a ligagéo dos fatores
de transcricdo ao DNA (Franco, Marinho e Lunardelli, 2016). Além disso, DNA
metilado pode recrutar proteinas que aumentam a compactacdo da cromatina
(heterocromatina), prejudicando a ligagao da RNA polimerase e consequentemente a
transcricao génica (Franco, Marinho e Lunardelli, 2016). Regides com alta frequéncia
de dinucleotideos CpG sao chamadas de ilhas CpGs e geralmente encontram-se nao
metiladas se presentes em promotores génicos (Franco, Prickett e Oakey, 2014).

O processo de metilagdo de uma citosina é realizada por enzimas DNA
Metiltransferases (DNMTSs), que transferem o CHs da S-Adenosilmetionina (SAM) a
base. Dentre as DNMTs existentes os subtipos DNMT1, DNMT3a e DNMT3b séo os
mais conhecidos. Existem ainda a DNMT2, DNMT3L e DNMT3C (Deplus et al., 2002;
Jurkowska, Jurkowski e Jeltsch, 2011; Barau et al., 2016; Jeltsch et al., 2017). Os
mecanismos pelos quais as DNMTs metilam o DNA s&o através da metilagdo de
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manutencdo e metilagdo de novo. A primeira é responsavel pela preservagao dos
padroes de metilagdo durante o processo de replicacdo do DNA e € geralmente
catalisada pela DNMT1 (Shirane et al., 2013). A DNMT1 usa como referéncia o padrao
de metilacdo da fita velha usada como molde durante o processo de replicacdo
semiconservativa do DNA para adicionar o CHs nas citosinas da nova fita. Portanto, a
memdaria epigenética € mantida ao longo das divisdes celulares (Franco, Marinho e
Lunardelli, 2016).

O locus do gene da DNMT1 codifica trés isoformas devido aos splicings
alternativos, que sdo DNMT1o0, DNMT1p e DNMT1s. A primeira é especifica de
ovocito, a segunda esta presente em espermatocitos em paquiteno e a terceira
isoforma presente em células somaticas (Huan et al., 2015). As DNMT10 e DNMT1p,
presentes apenas em gametas e embrides pré-implantacdo, sdo essenciais para a
reprogramacao epigenética durante a gametogénese e durante o desenvolvimento
embrionério inicial (Huan et al., 2015).

O outro mecanismo de metilacdo do DNA, a metilacdo de novo, tem como
principais catalisadores as DNMT3a e DNMT3b. Esse processo ocorre durante o
desenvolvimento embrionario inicial em mamiferos (Stewart, Veselovska e Kelsey,
2016) e se caracteriza por criar um novo padrdo de metilagdo no genoma (Shirane et
al., 2013), o que € essencial para o inicio da diferenciacdo celular no embrido. A
DNMT3L, uma quarta isoforma, € um cofator das enzimas DNMT3a e DNMT3b
(Shirane et al., 2013). Existem ainda as isoformas DNMT2 e DNMT3C, responsaveis
por metilacdo de moléculas de RNA (Goll et al., 2006) e de elementos de transposicao
(Barau et al., 2016), respectivamente.

O processo de desmetilagdo é menos compreendido. Uma enzima que catalisa
uma desmetilacao direta, ou seja, atraves da clivagem da ligagdo do grupo metil com
a citosina ainda ndo foi descoberta, mas existem vias de desmetilagdo indireta em
mamiferos (Seisenberger et al., 2013), com desmetilacdo passiva e ativa. Na
desmetilagdo passiva, durante a replicagcdo do DNA, as citosinas das novas fitas de
DNA deixam de receber o CHs por auséncia da atividade da DNMT. Ja na
desmetilacdo ativa, sabe-se que as enzimas TETs (Ten-eleven translocation
methylcytosine dioxygenases) e TDG (thymine DNA glycosylase) estdo envolvidas
(Kohli e Zhang, 2013; Macdonald e Mann, 2014).

As TETS oxidam o CHs da 5mC formando uma nova base, a 5-
hidroximetilcitosina (5hmC). A oxidagdo da 5hmC forma uma outra base, 5-
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formilcitosina (5fC), que parece ter um importante papel na embriogénese (lurlaro et
al., 2016). A oxidacao da 5fC leva a formagao da 5-carboxicitosina (5caC). O processo
de oxidagdo das citosinas modificadas esta acoplado ao processo de Reparo por
Excisdo de Base (Seisenberger et al., 2013). A TDG reconhece a 5fC ou a 5caC e
remove essas bases, havendo entdo uma reparagdo e com isso uma nova citosina

nao metilada é recolocada (Kohli e Zhang, 2013).

2.6.2 Modificacoes de histonas

Além da metilacdo do DNA, as modificagcdes poOs-traducionais das histonas
também sdo marcas epigenéticas contribuindo tanto para a inibicdo quanto para a
ativacao da transcricdo génica através da maior ou menor condensacao da cromatina
(Franco, Marinho e Lunardelli, 2016). A cromatina pode ser denominada de
eucromatina — que permite a transcricdo sendo mais abundante em genes ativos — e
heterocromatina — de conformacao mais fechada impedindo a transcricao dos genes.
Aproximadamente 147 pares de base (pb) de DNA se enovelam em um octamero de
histonas formando uma estrutura chamada de nucleossomo — unidade basica da
cromatina (Luger et al., 1997; Miele et al., 2008). Esse octamero é formado por duas
cépias das histonas H2A, H2B, H3 e H4, sendo que a histona H1 se liga externamente
ao nucleossomo contribuindo para a organiza¢ao da cromatina (Kouzarides, 2007).

As histonas estao sujeitas a varios tipos de modificacées pds-traducionais, tais
como metilacdo, acetilacdo, fosforilacdo, ubiquitinacdo, SUMOilacdo (Kouzarides,
2007), dentre outras. Essas modificagdes alteram o contato do DNA com o octdmero
de histonas, tornando a cromatina mais aberta, eucromatina, ou mais fechada,
heterocromatina (Smolle e Workman, 2013). A metilacdo pode ocorrer em residuos
de lisina e arginina nas caudas das histonas H3 e H4 (Kouzarides, 2007). As lisinas
podem ainda ser mono, di ou trimetiladas e a depender do local onde ocorre altera a
conformacdo da cromatina de diferentes formas, alterando a expressao génica
(Kouzarides, 2007). Por exemplo, uma trimetilacdo da lisina 27 da histona 3
(H3K27me3) é considerada uma marca de heterocromatina, ou seja, aumentam as
cargas positivas e consequentemente aumentam a interacdo com o DNA, que possui
carga negativa, tornando a cromatina mais fechada e menos susceptivel a transcricao
(Inoue et al., 2017). A metilacdo de histonas é catalisada por enzimas denominadas
Histonas Metiltransferases (HMTs) e a desmetilacdo por Histonas Desmetilases
(HDMTs) (Xu e Andreassi, 2011).
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A acetilacao das histonas refere-se a adicdo de grupos acetil a residuos de
lisina. Geralmente, marcas de acetilacdo estdo associadas a aumento da expressao
génica, pois diminuem as cargas positivas das histonas, tornando mais fraca a
interagdo com o DNA. Muitas enzimas estdao envolvidas nos processos de
modificacbes das histonas (Kouzarides, 2007). A acetilacdo é catalisada pelas
enzimas Histona Acetiltransferases (Shirane et al., 2013), que transferem acetil a partir
do composto acetil-CoA e a desacetilacdo é catalisada pelas Histona Desacetilases
(HDACs), que removem os grupos acetil.

2.6.3 Reprogramacao epigenética

Em mamiferos, duas ondas de reprogramacao epigenética ocorrem em dois
periodos distintos do desenvolvimento: a primeira na gametogénese e a segunda
durante a embriogénese inicial (Franco, Marinho e Lunardelli, 2016). Essa
reprogramacao epigenética esta bem caracterizada em camundongos e esta
relacionada com a perda das marcas epigenéticas (marcas de histonas e metilagao
de DNA), seguindo do estabelecimento de um novo padrao epigenético. O primeiro
ciclo da reprogramacao de metilagcdo do DNA (figura 1) comega nas CGPs, que,
durante a migracao para a crista gonadal, sofrem mitoses sucessivas e vao perdendo
seus padrdes de metilacdo, ainda durante a vida fetal (Hajkova et al., 2008; Petkov,
Reh e Anderson, 2009; Hyldig et al., 2011). Nesse momento, ha a perda também das
marcas imprinted e reativagao do cromossomo X inativo (Xi), tanto por desmetilagao
passiva quanto ativa (Hill, Amouroux e Hajkova, 2014). Ainda nesse periodo, inicia-se
a gametogénese e, nas fémeas, as células comegam o processo de meiose e param
em préfase I. No momento do nascimento do animal essas células encontram-se
quase que totalmente desmetiladas (Macdonald e Mann, 2014). Ja nos fetos machos,
a meiose se iniciard apenas no inicio da puberdade do animal, no entanto, ainda na
vida fetal, o processo de remetilagcdo das proespermatogénias se inicia (Biermann e
Steger, 2007). A desmetilacado ativa culmina em acimulo transitério de 5hmC e outras
modificacdes das citosinas (Franco, Marinho e Lunardelli, 2016; lurlaro et al., 2016).

Na fémea, mesmo antes da puberdade, os foliculos primordiais estdo sendo
recrutados e os ovécitos comegam a crescer, sendo esse 0 momento em que o ovécito
comegca a ser remetilado por metilagao de novo (Franco, Marinho e Lunardelli, 2016),
mas s6 apos a puberdade todo esse processo termina por completo. Nesse processo
também ocorrem as modificacbes de histonas e o estabelecimento do estoque
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materno de mRNA (Daxinger e Whitelaw, 2012; Franco, Marinho e Lunardelli, 2016).
Assim, o primeiro ciclo de reprogramacéo € concluido e, no momento da fecundacéao,
ovocito e espermatozoide encontram-se altamente metilados (Reik, Dean e Walter,
2001).

O segundo ciclo ocorre logo apés a fecundagao. Nesse momento, o genoma
paterno comeca a perder suas marcas de metilacado do DNA de forma ativa , ou seja,
através da acao das TETs e TDG e no genoma materno essa desmetilacédo é de forma
passiva, devido a remocao da DNMT1 do nucleo (Reik, Dean e Walter, 2001; Morgan
et al., 2005; Macdonald e Mann, 2014; Franco, Marinho e Lunardelli, 2016). O
reestabelecimento dos padrdes de metilagéo se da através da metilacao de novo, que
em suinos acontece nos embrides a partir de 4 a 8 células (Telford, Watson e Schultz,
1990). As células do trofoblasto, que formarao os tecidos extraembrionarios, adquirem
um menor nivel de metilacdo do que as células da massa celular interna, que
originardo os diferentes tecidos do embrido (Reik, Dean e Walter, 2001; Morgan et al.,
2005; Faulk e Dolinoy, 2011; Franco, Marinho e Lunardelli, 2016).

Figura 1: Esquema da reprogramacéao da metilacdo do DNA durante a

gametogénese e embriogénese inicial utilizando basicamente o modelo descrito em

camundongo.
Nascimento Fecundagéo

Nivel de metilagéao

————— (Gametogénese ——— ——"—"—— Embriogénese e

Durante a migracao e proliferagdo das células primordiais germinativas para a crista gonadal, as
mesmas perdem metilagdo (1 — linha vermelha), porém para algumas regides diferencialmente
metiladas (DMRs) essa perda ocorre mais tardiamente (2 — linha vermelha fina). Em fetos machos a
aquisicao da metilacdo de novo se da ainda durante a vida fetal (3 — linha azul escura). Porém, nas
fémeas, essa aquisicao do padréo de metilagao de novo sé ocorre apds 0 nascimento, quando a mesma
atinge a puberdade (5 — linha rosa escura). Algumas DMRs germinativas adquirem seus novos padroes
de metilacdo de forma assincrona (4 — linha azul escura fina e 6 — linha rosa escura fina). Quando os
niveis de metilagcdo do DNA caem, os niveis de 5hmC, 5fC e 5caC aumentam em consequéncia do
processo de desmetilagdo ativa (representados pela linha azul clara — 7). No momento da fecundagéo
0s gametas ja se encontram com os padrdoes de metilagcdo definidos, inclusive os imprinted. Ap6s a
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fecundagao, o genoma paterno sofre desmetilagcao ativa (8) e mais tardiamente o genoma materno
sofre desmetilacdo passiva (9), conforme as células vao se dividindo. No estagio de 4-8 células em
suinos (10), as células embrionarias comecam a se diferenciar através da aquisicdo de metilagcdo de
novo. As células da massa celular interna (11 — linha vermelha) possui mais metilagdo do que as células
do tecido extraembrionario (12 — linha rosa claro). Algumas DMRs, chamadas transientes, comegam a
receber metilacao (13 - linha verde). Os genes imprinted mantém seus padrdes de metilagédo inalterados
durante toda essa janela do desenvolvimento (14 — linhas pretas tracejadas). As curvas e eixos nao
estao representados em uma escala. Mais informagdes sobre a dindmica da metilacao do DNA podem
ser encontradas no texto.

Fonte: a autora (2018).

Todas as células do organismo possuem o mesmo genoma, no entanto, para
constituirem os diferentes tecidos do corpo, adquirem padrdoes epigenéticos
especificos durante o desenvolvimento. Esse padrdes, também chamados de
epigenoma, sdo mantidos através de uma “memoria epigenética” (Franco, Marinho e
Lunardelli, 2016). O inicio do desenvolvimento €, portanto, uma das fases mais criticas
da gestacao. Isso porque, neste periodo, as fémeas estdo expostas a influéncias
externas que podem afetar o epigenoma em estabelecimento, tanto da geracédo F1
quanto na F2, ja que as CGPs dessas ja estdo sofrendo alteragées nesse momento
(Faulk e Dolinoy, 2011).

2.6.4 Imprinting genémico

Alguns genes apresentam um padréo epigenético diferente entre os alelos
materno e paterno e em consequéncia disso, sua expressao € monoalélica
determinada pela origem parental (Jaenisch, 1997). Esse padrao diferente refere-se
principalmente a marca de metilacdo do DNA, estabelecida durante a gametogénese,
onde um alelo encontra-se metilado e o outro desmetilado (Li, Beard e Jaenisch, 19983;
Jaenisch, 1997; Barlow e Bartolomei, 2014). Esse mecanismo € conhecido como
imprinting genémico. As marcas imprinted encontram-se em regides de ilhas CpG
conhecidas como Regides Diferentemente Metiladas (DMRs) (Franco, Marinho e
Lunardelli, 2016) e geralmente os genes imprinted encontram-se organizados em
clusters nos cromossomos (Reik, Dean e Walter, 2001). Além disso, uma DMR que
esteja regulando a expressao de mais de um gene imprinted € chamada de Regiao
Controladora de Imprinting (ICR) (Franco, Marinho e Lunardelli, 2016).

Conforme observado na figura 1, durante o primeiro ciclo de reprogramacao as
marcas imprinted sao apagadas nas CGPs e em seguida, sdo reestabelecidas de
maneira sexo-especificas (Seisenberger et al., 2013; Barlow e Bartolomei, 2014).
Além disso, nas CGPs, as marcas de metilacado imprinted sdo apagadas mais
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tardiamente que a metilacdo nao imprinted (Hill, Amouroux e Hajkova, 2014) (Figura
1). Além disso, marcas imprinted podem também serem apagadas de forma
assincrona entre os embrides de sexos diferentes. Em suinos, a desmetilagdo do gene
IGF2R e da ICR IGF2/H19 em CGPs, por exemplo, ocorrem em dias diferentes entre
embrides machos e fémeas (Petkov, Reh e Anderson, 2009; Hyldig et al., 2011). O
estabelecimento dos imprinting nos gametas também ocorre em momentos distintos
(Franco, Marinho e Lunardelli, 2016), sendo no periodo pré-natal em machos e pos-

natal em fémeas.

Durante o segundo ciclo de reprogramacgéo, as DMR germinativas (gDMR)
mantém suas marcas epigenéticas (Macdonald e Mann, 2014) ao longo do
desenvolvimento embrionario (Figura 1). Proteinas maternas protegem essas regides
das perdas dessas marcas, que sao entdo preservadas nas células somaticas
(Fessele e Wright, 2017). Essa protegédo contra o processo de desmetilagdo ativa é
dada pela enzima Stella (também conhecida como PGC7 ou Dppa3), que se liga a
H3K9me2 e evita a oxidacdo da 5mC (Denomme e Mann, 2013; Kang, Kalantry e Rao,
2013). A maioria das gDMRs sao transientes, ou seja, eles sofrem reprogramacao
apds a fecundacao (Macdonald e Mann, 2014; Franco, Marinho e Lunardelli, 2016).
Portanto, apenas a simples deteccao da presengca de uma gDMR nos gametas néao
significa que essa regido ira controlar um gene imprinted em tecidos adultos
(Fagundes et al., 2011; Franco et al., 2014; Macdonald e Mann, 2014).

Em suinos, alguns genes imprinted ja foram relatados, sendo eles: DIRASS,
NAP1L5, PLAGL1, SGCE, PEG10, MEST, H19, IGF2, IGF2AS, PHLDA2, DLK1,
MEGS, MAGEL2, NDN, SNURF-SNRPN, PEG3, NNAT e GNAS (Bischoff et al., 2009;
Niciura e Saraiva, 2014). Esses genes representam menos de 1% de todo o genoma,
mas possuem importantes funcdes, como por exemplo, a regulacdo do crescimento
fetal pelos genes IGF2/H19 (Lau et al., 1994; Eggenschwiler et al., 1997). A maioria
dos genes imprinted esta relacionada com funcao de crescimento e desenvolvimento
fetal (Fessele e Wright, 2017); no entanto, outros possuem ainda fungbes de
reguladores do ciclo celular, como o P57, inativacdo do cromossomo X, pelo gene
XIST e genes relacionados com comportamento materno, como o MEST (Young e
Fairburn, 2000).
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2.7 Genes IGF2 e H19

O gene IGF2 (Insulin-like Growth Factor 2), também conhecido como
somatomedina A, é um dos genes imprinted mais estudados. Possui um papel
fundamental no crescimento fetal de mamiferos devido a sua acdo mitogénica,
promovendo a divisao e diferenciagao celular (O'dell e Day, 1998; Gebert et al., 2006).
A proteina codificada por esse gene € formada por 67 aminoacidos, apresenta uma
alta homologia com a Insulina e IGF1 e é produzida principalmente no figado, no
entanto possui atividades autécrinas e paracrinas (O'dell e Day, 1998).

O IGF2 pode se ligar ao receptor de insulina ou receptor do tipo 1 e acarretar
fungdes do tipo transporte de glicose e aminoacidos, estimular sintese de RNA e DNA,
proliferacao e diferenciacao celular. Quando ligado ao receptor do tipo 2 (IGF2R), o
qual também tem um controle imprinted, leva a sua degradacao (O'dell e Day, 1998).
O gene IGF2R é expresso pelo alelo materno e possui efeito contrario ao IGF2, pois
o regula de forma negativa, ou seja, reduz a atividade de IGF2, pois ao se ligar a ele
o0 mesmo € degradado (Frost e Moore, 2010).

O gene IGF2 estéd localizado no cromossomo 2 de suinos, possui 10 éxons e
quatro promotores (Amarger et al., 2002). Entre os éxons, apenas trés codificam
proteinas (7, 8 e 9), no entanto, todos sdo bem conservados e apresentam identidades
que variam de 74 a 91% quando comparados ao IGF2 de humanos (Amarger et al.,
2002). O gene é expresso de forma monoalélica e sua regulagdo esta diretamente
relacionada com a ICR/H19, a qual possui trés DMRs (Park et al., 2009). Além disso,
em camundongos, foram definidas mais trés DMRs do gene IGF2, sendo duas
intragénicas (Gomes, 2011). A primeira (DMRO), localizada no éxon 1, encontra-se
desmetilada no alelo paterno. J&4 as DMRs 1 e 2 possuem padrdo hipermetilado no
alelo paterno, e encontram-se no promotor € no ultimo éxon, respectivamente
(Gomes, 2011).

O gene IGF2 é flanqueado pelos genes da Insulina (upstream) e H19
(downstream) (Amarger et al., 2002) e a ICR/H19 encontra-se entre o IGF2 e 0 H19
(2,4 kb upstream de H19; figura 2) (Gebert et al., 2016). O gene H19 produz um RNA
ndo-codante de 2,3 kb (lderaabdullah, Vigneau e Bartolomei, 2008). Esse gene
também possui caracteristica imprinted mas, diferentemente do IGF2, € expresso pelo
alelo materno, participando da regulacado do IGF2, bloqueando sua expressdo. A
regido downstream ao H19 apresenta dois enhancers (8 e 26 kb downstream ao H19),
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que sao potencializadores da transcricao, e a 80 kb upstream ao local de inicio de
transcricao do H19 encontra-se o IGF2 (Gebert et al., 2016).

Figura 2: Estrutura do locus IGF2/H19 de camundongo mostrando a localizacao da
ICR/H19 e dos genes IGF2 e H19.

IGF2/H19
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A ICR/H19 encontra-se entre os genes IGF2 e H19, 2,4kb upstream ao H19. IGF2 e H19 estao distantes
80kb. Dowstream ao H19 estdo localizados os dois enhancers (8 e 26 kb respectivamente) que
participam da regulagédo desse locus.

Fonte: a autora (2018).

A ICR/H19 regula a expressao de ambos 0s genes em cis e possui trés funcdes
bem definidas: (1) por ser a unica gDMR no locus, é responsavel por estabelecer os
padrées de metilagdo diferentes entre alelo paterno e materno; (2) no alelo materno
possui um papel de insulator, ou seja, um bloqueador da transcricdo do IGF2; (3) e no
alelo paterno promove o silenciamento do H19 (Figura 3) (Gebert et al., 2016). Quando
a ICR/H19 se encontra desmetilada, o que é o caso do alelo materno, a proteina
conhecida como CTCF (Fator de Ligacao CCCTC) se liga a essa regido e a aproxima
da DMR1 desmetilada do IGF2 formando um Jloop e impedindo fisicamente que o
enhancer ative a transcricdo de IGF2, mas permite a transcricdo de H19 (Franco,
Prickett e Oakey, 2014; Gebert et al., 2016). Essa ICR é enriquecida por H3K4me que
induz a formagé&o do loop (Murrell, Heeson e Reik, 2004; Li et al., 2005) e recrutamento
do complexo PRC2 (Complexo Repressivo Policomb tipo 2) levando a metilagdo de
H3K27 e consequente supressao de IGF2 (Franco, Prickett e Oakey, 2014).

Ja no alelo paterno, cuja ICR/H19 possui padrdo metilado, o CTCF néao
consegue se ligar, assim a regidao aumenta a afinidade pela DMR2 metilada de IGF2,
0 que permite que o enhancer e fatores de transcricdo se aproximem do promotor do
IGF2, permitindo a sua transcri¢gao e bloqueando a transcrigdo do H19 (Gebert et al.,
2016). Nesse alelo a ICR é enriquecida por metilacao do DNA e H3K9me, prevenindo
a ligacao do CTCF (Franco, Prickett e Oakey, 2014).
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Figura 3: Esquema representando a regulacao da expresséo imprinted dos
genes IGF2 e H19 em camundongos.
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Na figura estao representados os alelos materno (2) e paterno (J3). No alelo materno o CTCF (em azul)
se liga a regidao desmetilada da ICR/H19 impedindo que os enhancers (bolas cinzas a direita) se
aproximem da regido promotora do gene IGF2, silenciando o mesmo. Os enhancers promovem a
transcricdo do gene H19 no alelo materno, representado pela seta fina. No alelo paterno a regiao
ICR/H19 estd metilada (CHa), portanto ndo ha ligacdo do CTCF e os enhancers se aproximam do
promotor de IGF2, representado pela seta fina, ocorrendo a transcrigdo deste.

Fonte: a autora (2018).

2.8 O gene XIST e a inativacao do cromossomo X

A inativagdo do cromossomo X (ICX) foi descrita pela primeira vez por Mary F.
Lyon em 1961 (Lyon, 1961). Esse evento ocorre em fémeas mamiferas onde um dos
dois cromossomos X é inativado no inicio do desenvolvimento embrionario para que
haja uma compensacao de dose, entre machos (XY) e fémeas (XX), de genes
transcritos desse cromossomo (Franco, Marinho e Lunardelli, 2016). Alguns
mecanismos epigenéticos estdo envolvidos na ICX, dentre eles metilagdo do DNA,
metilacdo e acetilacao de histonas e RNAs nao-codantes (Ferreira e Franco, 2011).

Em camundongos, a ICX esta bem caracterizada. O processo de inativagao se
inicia logo apés a fecundagdo em uma regido chamada Centro de Inativacao de X
(XIC) (Russell, 1963). Nessa regido é produzido o transcrito XIST (X-inactive specific
transcript), que € imprinted nessa espécie, € um transcrito antisense ndao-codante de
XIST, chamado de TSIX, que tem fung&o de impedir a transcrigédo de XIST. No inicio
do desenvolvimento embrionario o cromossomo X paterno (Xp) esta ativo nos zigotos
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e ja no estagio de quatro células o XIST inativa predominantemente o Xp, que possui
uma “marca”’ de supressdo transcricional derivada do processo de Inativagao
Cromossomica Sexual Meidtica (MSCI), ocorrido durante a espermatogénese (Huynh
e Lee, 2003; Namekawa et al., 2006). Durante a maturacao do ovdcito, o X materno
(Xm) recebe uma marca que o protege da inativagéao (Ferreira e Franco, 2011).

No estagio de blastocisto, 0 Xp € reativado apenas nas células da massa celular
interna (MCI), mantendo-se inativo nas células do trofoblasto, mas imediatamente
apds a reativagédo, um dos dois cromossomos X € inativado de forma aleatéria (Takagi
e Sasaki, 1975). As células da MCI, ou botdo embrionario, vao originar as CGPs, e &
durante a formacao e crescimento do ovécito que ocorre o0 segundo ciclo de reativagao
do cromossomo X. Assim, nas CGP ambos os cromossomos X permanecem ativos e
adquirem um sinal imprinted, que possibilita que o futuro cromossomo Xm resista a
ICX na préxima geracao (Lee, 2011; Inoue et al., 2017).

O XIST € um RNA nao-codante que atua em cis, expresso somente no
cromossomo que sera inativado (Xi), enquanto o TSIX é expresso somente no
cromossomo X que permanecera ativo (Xa) (Ferreira e Franco, 2011). No processo
de ICX, com o inicio da diferenciagdo celular, uma cascata de eventos se inicia. Os
cromossomos X se pareiam ou se aproximam, com a participacdo da proteina CTCF
e um complexo de pluripoténcia (OCT4 e NANOG) (Navarro et al., 2008; Donohoe et
al., 2009). Quando eles se separam, um dos CromosSOmMOs permanece Com menor
quantidade desse complexo pluripoténcia-CTCF (Xu et al., 2007; Donohoe et al.,
2009). No cromossomo com maior quantidade desse complexo o TSIX é transcrito e
recruta DNMT3A, que metila o promotor do XIST deixando-o inativo (Sado, Hoki e
Sasaki, 2005; Sun, Deaton e Lee, 2006). Este sera o futuro cromossomo X ativo. Ja
no outro cromossomo ha expressao do XIST. Além disso, ha expressao de RepA, um
pequeno RNA, que estd localizado na regido 5 de XIST e recruta o complexo
Polycomb PRC2 para esse cromossomo. Esse complexo se liga a regiao do RepA,
favorecendo assim que o mMRNA XIST comece a cobrir o cromossomo X em cis (Zhao
et al., 2008; Hoki et al., 2009). Este sera o futuro X inativo.

Além disso, o XIST recruta outros fatores de silenciamento que vao contribuir
para a aquisicdo de marcas de histonas como H3K27me3 e H3K9me2/3, formando
heterocromatina e consequentemente silenciando o cromossomo (Plath et al., 2003).
A inativacdo do cromossomo X é parcial, pois alguns genes no Xi escapam do
processo de inativacao (Carrel e Willard, 2005). A metilagdo do DNA ocorre como um
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evento mais tardio, responsavel pela manutenc¢ao do estado inativo do cromossomo
(Jeon, Sarma e Lee, 2012).

Em suinos, a ICX e o gene XIST sdo amplamente estudados para a
determinacao da qualidade de células estaminais e na clonagem (Hwang et al., 2013;
Yuan et al., 2014; Hwang et al., 2015; Yang et al., 2017; Ruan et al., 2018), porém,
ainda ha pouca informagcdo em gametas de suinos e principalmente comparando

fémeas em diferentes idades reprodutivas.

3 OBJETIVOS

3.1 Geral
Determinar o padrdo de metilacdo do gene XIST e da ICR/H19 de ovécitos
imaturos e maturados in vitro oriundos de fémeas suinas em diferentes fases

reprodutivas: puberes (porcas ciclicas) e pré-puberes (marras).

3.2 Especificos

« Comparar o padrdo de metilacdo da DMR1 da ICR/H19 entre ovdcitos
imaturos (GV) e ovécitos maturados in vitro (MIl) de porcas ciclicas e marras pré-
puberes.

» Comparar o padrao de metilagdo do éxon 1 do gene XIST entre ovécitos GV
e MIl de porcas ciclicas e marras pré-puberes.

* Associar os padrbes de metilagcdo a competéncia ovocitaria.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Recuperacao e selecao dos ovocitos

Ovécitos de marras pré-puberes e porcas ciclicas foram coletados de ovarios
provenientes de abatedouros localizados nas proximidades da cidade de Concordia-
SC. Logo apés o abate, os ovarios de marrds e porcas foram coletados e
transportados em solucao salina 0,9% (NaCl) até o laboratério da Embrapa Suinos e
Aves em temperatura de 30 a 35 °C. Os ovarios foram diferenciados por alguns
critérios: primeiro, as fémeas suinas foram abatidas em diferentes grupos (porcas e
marras separadamente); além disso, em relagcdo aos ovarios das porcas, utilizou-se

apenas ovarios com pelo menos um corpo luteo ou albicans.
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Os ovarios foram lavados com solugéo fisiolégica aquecida a 36°C e os
complexos cumulus ovécitos (COC) foram aspirados de foliculos de 2 — 6 mm de
didmetro com auxilio de seringa de 10 ml e agulha 40 X 12 (18G). O liquido folicular
era depositado em tubos de 50 ml (TPP®, Trasadingen, Suica) para a sedimentacao
dos ovécitos por um periodo de 10 min em banho-maria. O sobrenadante foi removido
com auxilio de pipeta sorolégica de 20 ml e o sedimento ressuspendido em meio HBT
(Hepes buffered Tyrode’s). Apds a ressuspensao, o material obtido foi depositado em
filtros peneira de nylon de 70 um para separagao celular. O filtro foi lavado com meio
HBT e o meio depositado em placas de petri de 100 mm.

Os ovacitos foram localizados em esteriomicroscopio e transferidos para placas
de Petri de 35 mm contendo 2 ml de meio HBT, sendo selecionados e avaliados
morfologicamente quanto a homogeneidade do citoplasma e nimero de camadas de
células do cumulus. Aqueles que apresentaram citoplasma homogéneo e mais de trés
camadas de células do cumulus foram utilizados. Apds a selecao, os ovocitos foram
divididos em quatro grupos experimentais:

1) Marra Imaturo (mGV): ovocitos de marrds imaturos, selecionados e
desnudos por repetidas pipetagens;

2) Marra Maturo (mMII): ovécitos de marrds maturados in vitro e
desnudos por repetidas pipetagens;

3) Porca Imaturo (pGV): ovécitos de porcas imaturos, selecionados e
desnudos por repetidas pipetagens;

4) Porca Maturo (pMIl): ovécitos de porcas maturados in vitro e

desnudos por repetidas pipetagens;

4.2 Maturacao in vitro

A maturagao in vitro (MIV) dos ovécitos foi realizada de acordo com protocolo
descrito por (Marques et al., 2007). Resumidamente, os COCs foram maturados por
44 horas em meio TCM199 suplementado com glicose 3,05 mM, piruvato de sodio
0,91 mM, 50 Ul/mL de gentamicina, cisteina 0,57 mM, fluido folicular suino 10% (v/v),
EGF 10 ng/mL e hormdnios nas primeiras 22 h (10 Ul/mL eCG e 10 UI/mL hCG) a
38°C, 5% de CO:z2 e alta umidade.

Somente os ovocitos que extrusaram o primeiro corpusculo polar foram

considerados maturados e utilizados no experimento. Tanto os ovécitos imaturos
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quanto os maturados in vitro, de ambos os grupos de animais, foram desnudados por
repetidas pipetagens e congelados a -80°C com solugdo de PBS sem calcio e
magnésio para a posterior extracado do DNA genémico.

4.3 Extracao do DNA genémico

4.3.1 Extracao do DNA de ovdcitos

Para a extracdo do DNA foram utilizados 2 pools de 60 ovocitos para cada
tratamento experimental (mGV, mMIl, pGV e pMIl). Os ovécitos foram incubados com
pronase E (Sigma, Sto Louis MO, USA) para promover a digestdo da zona pelucida,
em uma concentragcdo de 10 mg/mL em termociclador (Eppendorf Mastercycler
Gradient Thermal Cycler) a 37 °C por 30 minutos e a 85 °C por 15 minutos para
inativagdo da enzima. O DNA foi extraido através de choque térmico, onde as
amostras eram congeladas em nitrogénio liquido e imediatamente depois colocadas
em termociclador a 95 °C por 1 minuto. Esse processo foi repetido por cinco vezes. O
DNA foi armazenado a -20 °C.

4.3.2 Extracao do DNA de espermatozoides

Foi utilizado sémen de oito machos de linhagem comercial com idade entre 300
e 368 dias. O sémen foi centrifugado e o pellet de espermatozoides ressuspendido e
lavado duas vezes com 1 mL de PBS centrifugando a 13,000 rpm por 30 segundos.
Os espermatozoides foram ressuspendidos em 300 puL de uma solucao de lise (50
mM de Tris, 5 mM de EDTA, 100 mM de NaCl, 2% de SDS, 0,3% de B-Mercaptoetanol,
5 mM de DTT e 0,5 mg/mL de proteinase K) e incubados overnight a 55 °C.
Posteriormente adicionou-se 100 pL de solucao de precipitacao de proteinas (NaCl 6
M) e levou ao vortex por 30 segundos. Em seguida, incubou-se as amostras em gelo
por 5 min e centrifugou por 8 min a 13,000 rpm a 4 °C.

Apoés a transferéncia do sobrenadante para um novo tubo, foram adicionados
300 uL de Isopropanol gelado e inverteu-se os tubos por 10 vezes para a precipitacdo
do DNA. As amostras foram incubadas a —20 °C overnight. Em seguida, centrifugou-
se novamente a 13,000 rpm a 4 °C por 30 min. Em cada pellet adicionou-se 600 uL
de etanol 70%, centrifugando por 10 min nas mesmas condi¢cdes. O etanol foi
removido por inversao dos tubos e com auxilio de uma pipeta. Os pellets secaram em
temperatura ambiente por aproximadamente 10 minutos. O DNA foi entdo reidratado
com 100 pL de solucao TE (10 mM de Tris e 1 mM de EDTA) e armazenado a —20 °C.
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Para o tratamento com bissulfito de sédio e posterior analises de metilacado do DNA,
foram feitos dois pools de DNA gendmico, cada um contendo DNA de 4 animais.

4.4 Tratamento com bissulfito de sédio

Para o tratamento com bissulfito de sédio utilizou-se o kit EZ DNA Methylation®
(Zymo Research, Irvine, CA, USA), conforme as recomendacdes do fabricante. A
técnica possibilita a conversao de citosinas ndo-metiladas em uracilas, mediada por

bissulfito de sédio. O DNA tratado foi armazenado a -80°C para posterior utilizagéo.

4.5 Amplificacao do DNA

As amostras de DNA tratado com bissulfito de sodio foram submetidas a
amplificagéo por nested PCR para a DMR1 da ICR/H19 e por heminested PCR para
o0 éxon 1 do gene XIST utilizando o termociclador T100 Thermal Cycler (Bio-Rad).
Foram realizadas PCR para o gene XIST e para a ICR/H19 para todas as amostras
de DNA de ovocitos e espermatozoides. A localizacdo da DMR1 da ICR/H10 esta
representada na figura 4. As sequéncias dos primers utilizados nas reacoes, acesso
das sequéncias ao GenBank, localizagao, posicao na ilha CpG e tamanho dos
fragmentos amplificados est&do mostrados na Tabela 1.

Figura 4: Localizacdo da DMR1 da ICR/H19 de suinos

34443

I -

IGF2 - ICR < _ H19 Enhancers

DMR 1:31802-32062 -0000000OQ00-00000000000000000- 29 Cpis
DMR 2 : 32799 - 33015 2008 600.006000000000000000, 25 CpGs

DMR 3 : 33223 - 33431 000000000000 12 CpGs

A localizagdo das DMRs mostrada em numeros referem-se a sequéncia do GenBank (AY044827); A
seta acima da caixa cinza clara indica o local de inicio da transcrigdo de H19; a caixa branca representa
a ICR contendo trés DMRs.; os circulos brancos representam os dinucleotideos CpG dentro da regiao
amplificada; os nimeros ao lado dos circulos mostram a quantidade de CpGs presentes em casa DMR;
as barras embaixo dos CpGs representam os sitios de ligagdo de CTCF;

Fonte: (Park et al., 2009)
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Ambas as PCR utilizando os primers externos foram conduzidas utilizando
solugdo tampéo 1 X; MgCl2 1,0 mM; dNTPs 0,4 mM; 1U de Taq DNA Polimerase
Platinum® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 10 pmoles de cada um dos primers

(forward e reverse) e 3 UL de DNA tratado com bissulfito de sédio, sendo o volume de

cada reacao ajustado para 20 pL com agua deionizada.

Para as PCR utilizando os primers internos as condicdes também foram as
mesmas para XIST e ICR/H19: solugcdo tampéao 1 X; MgClz 1,5 mM; dNTPs 0,4 mM;
1U de Tag DNA Polimerase Platinum® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 10 pmoles de

cada um dos primers (forward e reverse), 0,5 uL de amplicon da primeira PCR, sendo

o volume de cada reacao também ajustado para 20 uL com agua deionizada (tabela

2). Foram realizadas 3 replicatas para cada reacao, a fim de aumentar a quantidade

de amplicons para posterior purificacao.

Tabela 1. |Identificacdo do Gene, sequéncias dos primers, cddigo de acesso ao

GenBank, localizacao dos primers, posicao da ilha CpG e tamanho do fragmento

amplificado.
. . Tamanho  Numero
Sequéncia dos primers Acesso ao Localizacao Posicdo da
Gene . . do de CpGs
(5°—3) GenBank  dos primers ilha CpG . .
amplicon avaliados
F:AGTTATATTATGGGT
GTTTTTGTTTTAG .
XIST KC753464.1 1266-1867 Exon 1 601 pb
R:AAATTCAACCCATAT
AACCTAAAATTCAAC
F:AGGGATAATATGGTT
GATTTTGTTATGTG .
XIST KC753464.1  1419-1867 Exon 1 448 pb 17
R:AAATTCAACCCATAT
AACCTAAAATTCAAC
F:AGGAGATTAGGTTTA
ICR/ GGGGAAT 31640- DMR1
AY044827 473 pb
H19* R:CTACCACTCCCCTC 32113 ICR/H19
ATACCTAA
FAAGTGTTTGGGGATTT
ICR/ TTTTTTT 31727- DMR1
AY044827 260 pb 29
H19* R:CACCCCATCCCCTA 31987 ICR/H19
AATAACCCTC

*Park et al., 2009. (F) forward; (R) reverse; (pb) pares de base; (DMR1) regido diferencialmente

metilada 1 dentro da ICR/H19.
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Os amplicons foram submetidos a eletroforese a corrente elétrica constante de

50 mA em gel de agarose 2,0% corado com brometo de etidio (10 mg/mL) em tampéo
TBE 0,5 X. Utilizou-se o marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder®
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). O gel foi fotografado em um fotodocumentador

(BioRad). Os amplicons foram recortados do gel e purificados utilizando o kit Wizard®
SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison, WI, USA), de acordo com as

normas do fabricante.

Em seguida,

as amostras foram quantificadas em

espectrofotdmetro NanoDrop® (ND- 1000) (Thermo Scientific, Asheville, NC, USA).

Tabela 2. Condicbes de amplificacao utilizada nas nested PCR para o gene XIST e

para a ICR/H19.

Ciclos
. Desnaturacao (45 ciclos na primeira reacao e 30-45 na Extensao
Gene Reacéo L. .
inicial segunda) Final
Desnaturacao Anelamento Extensao
_ 94°C 94°C 52°C 72°C 72°C
12 reagao ) . .
4min 40 s 1 min 1 min 15 min
XIST
_ 94°C 94°C 58°C 72°C 72°C
22 reagdo . ) . .
4min 40 s 1 min 1 min 15 min
_ 94°C 94°C 54°C 72°C 72°C
12 reagao , ) i i
ICR/ 4min 40 s 1 min 1 min 15 min
H19 .
—_— 94°C 94°C 582C 720G 72%C
¢ reagao :
¢ 4min 40s 1 min 1 min 15 min

(min) minutos; (s) segundos.

4.6 Clonagem dos produtos da PCR e extracao do DNA plasmidial

Apos a purificagao e quantificagéo, os amplicons de cada grupo foram inseridos

no vetor TOPO TA Cloning® (Invitrogen), de acordo com as instrucées do fabricante.

A transformacéo foi realizada em células DH5a por choque térmico e o produto foi

espalhado em placas de petri 90 x 15 mm contendo agar com ampicilina 100 pg/mL,
40 uL de X-Gal (Sigma) a 20 mg/mL e 4 pyL de IPTG 0,1 M (Sigma), seguida por
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inversdo das placas e incubacao em estufa a 37°C por 14 horas e posteriormente a
4°C por duas horas.

Colbnias brancas foram selecionadas para serem cultivas em meio LuriaBertani
(LB) liquido acrescido de ampicilina 100 pg/mL. Foi utilizado um palito de madeira
estéril para a retirada da colénia da placa de cultivo e sua deposi¢do no tubo de 15
mL contendo 3 mL de meio LB. Os tubos permaneceram sob agitacdo de 250 rpm a
37°C por 16 horas em agitador (New Brunswick Scientific Co, NJ, USA). Metade do
conteudo dos tubos foi utilizada para a extracdo do plasmideo, segundo o protocolo
de mini-preparacdo de plasmideo (Sambrook e Russell, 2001), com pequenas
modificacdes. As células foram centrifugadas e lavadas em PBS pH 7,4. Em seguida
foram tratadas com uma solugao contendo Tris 25 mM e EDTA 10 mM, acrescida de
RNAse A em uma concentracao final de 10 pg/mL por amostra. A lise celular foi
realizada com detergente em meio alcalino (NaOH 0,2 N e SDS 1%) e o DNA foi
precipitado com acetato de potassio 3 M e acido acético 5 M. As amostras foram
incubadas overnight a -20°C com isopropanol 100% e tratadas com cloreto de litio 500
mM. O DNA foi lavado sucessivamente com etanol 100% e 70% para purificacao. Os
pellets secos foram eluidos em 20 uL de agua deionizada e o DNA quantificado em
espectrofotdmetro NanoDrop® (ND- 1000) (Thermo Scientific, Asheville, NC, USA).

4.7 Sequenciamento do DNA plasmidial e analise das sequéncias

As amostras de plasmideo contendo o DNA de interesse foram digeridas com
5 U da enzima ECOR1 a 50 U/uL, 1 X de tampéo H, 2 uL de DNA e o volume da
reacao ajustado para 10 pL com agua deionizada. As amostras foram colocadas em
banho-maria a 37°C overnight. Os produtos da digestdo foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo 10 mg/mL para
confirmacgéo da presencga dos fragmentos. Amostras do DNA plasmidial a 50 ng/uL
foram sequenciadas pelo método de Sanger utilizando o primeruniversal M13 reverse.

A qualidade do sequenciamento foi analisada utilizando o programa Chromas®.
Para a quantificagéo do padrdao de metilagao utilizou-se os programas BiQ Analyser®
e QUMA (Kumaki, Oda e Okano, 2008), comparando as sequéncias obtidas com uma
referéncia depositada no GenBank, tanto para o gene XIST (KC753464.1) quanto para
a ICR/H19 (AY044827). Neste estudo, considerou-se para avaliagdo apenas
sequéncias que apresentaram no minimo 95% de conversao pelo bissulfito de sodio
— quando se observou a taxa de conversao das citosinas ndo seguidas de guanina —
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e sequéncias com o minimo de 95% de identidade — quando comparadas com a

sequéncia referéncia.

4.8 Analises estatisticas

Os dados de quantificacao do padrao de metilagao foram comparados entre os
tratamentos experimentais utilizando-se analise de variancia e teste de Tukey ou
Kruskal-Wallis e Mann-Whitney se apresentaram distribuicdo normal ou néo,
respectivamente. Todas as analises foram realizadas utilizando o programa Action
versdo 2.9 (Equipe Estatcamp, 2014) e GraphPad Prism versdo 7.00 (GraphPad
Software, La Jolla California USA, www.graphpad.com).

5 RESULTADOS

Em relacdo a ICR/H19, os grupos apresentaram os seguintes percentuais de
metilagdo: mGV (36,15 + 8,6%), pGV (30,14 £ 7,2%), mMII (17,35 £ 6,7%), pMIl (19,96
* 6,9%), conforme mostrado na figura 5. O padrao de metilacao para espermatozoide,
utilizado como controle, apresentou 94,3 £ 1,04% de metilacdo. Quando comparados
os grupos mGV X mMIl, mGV X pGV, pGV X pMIl e mMIl X pMIl, os mesmos nédo
apresentaram diferenca estatistica (p>0,05) (figura 6). No entanto, quando
comparados com espermatozoides, os ovécitos maturados de marrds e porcas se

apresentaram hipometilados (figura 7).


http://www.graphpad.com/

29

Figura 5: Padrdo de metilagdo da ICR/H19 de ovdcitos imaturos e maturados in

vitro de marrés pré-puberes e porcas ciclicas e espermatozoides de suinos,

determinado por tratamento com bissulfito de sédio.
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(GV) representa os ovécitos imaturos e (Mll) os ovécitos maturados in vitro. Cada linha representa
um clone individual. Os circulos brancos representam CpGs ndo metiladas e circulos pretos as
CpGs metiladas. As CpGs que nao puderam ser analisadas estdo representadas por um X. Os
ndmeros a direita de cada clone indicam o numero de vezes que o alelo foi sequenciado. As
porcentagens de metilagdo do DNA estdo representados embaixo de cada grupo e foram

apresentadas como média + DP.
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Figura 6: Comparagao do padrao de metilagédo para a ICR/H19 entre ovécitos

imaturos e maturados in vitro de marras pré-puberes e porcas ciclicas.
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Figura 7: Comparagéo do padrao de metilagdo da ICR/H19 entre ovdcitos

maturados in vitro de marra pré-pubere e espermatozoides (esquerda) e entre

ovocitos maturados in vitro de porca ciclica e espermatozoides (direita).
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(SPTZ) espermatozoides de suinos. Os resultados foram apresentados como média £ DP. Os
valores de p estéo representados acima das barras.

O gene XIST apresentou os seguintes percentuais de metilacdo para os
diferentes grupos: mGV (17,29 £ 5,8%), pGV (48,81 £ 9,6%), mMII (0,28 + 0,2%), pMII

(82,35%), conforme mostrado na figura 8. O padrdao de metilacdo para
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espermatozoide foi de 0,42 *+ 0,42% de metilagdo. A comparagéo entre 0s grupos
mostrou diferenca estatistica entre mGV X mMIl (p = 0,0342), mGV X pGV (p = 0,0305)
e entre mMIl e pMIl (p = 0,0001), conforme mostrado na figura 9. Quando comparado
com espermatozoide, o padrao de metilacdo de mMIl foi semelhante, porém, os

ovocitos pMIl foram mais metilados (figura 10).

Figura 8: Padrao de metilacao do gene XIST de ovdcitos imaturos e
maturados in vitro de marras pré-puberes, porcas ciclicas e espermatozoides de

suinos, determinado por tratamento com bissulfito de sodio.
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(GV) representa os ovdcitos imaturos e (MIl) os ovécitos maturados in vitro. Cada linha representa
um clone individual. Os circulos brancos representam CpGs ndo metiladas e circulos pretos as
CpGs metiladas. As CpGs que ndo puderam ser analisadas estdo representadas por um X. Os
ndmeros a direita de cada clone indicam o numero de vezes que o alelo foi sequenciado. As
porcentagens de metilacgdo do DNA estdo representados embaixo de cada grupo e foram
apresentadas como média + DP.
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Figura 9: Comparagao do padrao de metilagdo para o gene XIST entre ovdcitos

imaturos e maturados in vitro de marras pré-puberes e porcas ciclicas.

604 = . . 1004 .
_%0-0342 Bl Marris pré-puberes Porcas ciclicas
-1 80
40- 2
& 60
=
= 404
204 =
- 204
0- 0 T
e S ¢ &‘
100+ =0.0305 L 100+ =0.0001 as pré-pl
’_P—‘ Il Marras pré-puberes ’_P—| Il Marras pré-puberes
80 Porcas ciclicas 80+ Porcas ciclicas
2
60 S 60
ki
404 = 404
S
204 204
0- 0 T T
& & 8 =

As barras pretas representam o grupo de marras e as barras cinzas o grupo de porcas. (GV)
representa ovocitos imaturos e (MIl) ovocitos maturados in vitro. Os resultados foram apresentados
como média £ DP. Os valores de p estao representados acima das barras.

A figura 11 redne todos os resultados obtidos nesse estudo sobre o padrao de
metilagdo para as duas regides estudadas, inclusive apresentando os dados de
duas formas diferentes. A tabela 3 mostra a quantidade e porcentagem de alelos

hipermetilados encontrados para cada grupo.



33

Figura 10: Comparagao do padrao de metilagdo do gene XIST entre ovdcitos

maturados in vitro de marra pré-pubere e espermatozoides (esquerda) e entre

ovocitos maturados in vitro de porca ciclica e espermatozoides (direita).
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A barra preta representa o grupo de marras, a barra cinza claro o grupo de porcas e as barras cinza
escuro os espermatozoides. (GV) representa ovocitos imaturos, (MIl) ovocitos maturados in vitro e
(SPTZ) espermatozoides de suinos. Os resultados foram apresentados como média + DP. O valor

de p esta representado acima das barras.

Figura 11: Padrao de metilacdo em formato de circulos e de barras para as

duas regides (ICR/H19 e XIST).
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A esquerda estdo representados os resultados para a ICR/H19 e & direita os resultados para o
gene XIST. (GV) representa os ovocitos imaturos, (MIl) os ovécitos maturados in vitro e (SPTZ) os
espermatozoides de suinos. Cada linha representa um clone individual. Os circulos brancos
representam CpGs ndo metiladas e circulos pretos as CpGs metiladas. As CpGs que ndo puderam
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ser analisadas estdo representadas por um X. Os numeros a direita de cada clone indicam o
numero de vezes que o alelo foi sequenciado. As barras cinza claro representam o grupo de marras,
as barras pretas o grupo de porcas e as barras cinza escuro os espermatozoides. Os valores de
porcentagem de metilagéo estédo a direita de cada barra e foram apresentados como a média Os
grupos que apresentaram diferenca estatistica entre si estdo representados por linhas pretas e *.

Tabela 3: Porcentagem de metilagdo, nUmero de sequéncias analisadas, niumero
minimo de alelos e nimero de sequéncias hipermetiladas encontrados para cada

grupo, para o gene XIST e para a ICR/H19

Porcentagem Ne¢ de Numero Numero de
Gene Grupos de metilacao sequéncias minimo de sequéncias
de DNA + DP analisadas alelos hipermetiladas
mGV 36,15+ 8,6 27 14 10 (37,03%)
pGV 30,14+ 7,2 39 11 12 (30,76%)
'C%/H mMIl 1735+67 25 5 4 (16%)
pMIl 19,96 + 6,9 24 7 4 (16,66%)
Espermatozoide 94,30 20 17 20 (100%)
mGV 17,29 +5,8 33 9 5 (15,15%)
pGV 48,81 £ 9,6 20 7 10 (50%)
XIST mMII 0,28 +0,2 21 2 0 (0%)
pMIl 82,35 21 1 21 (100%)
Espermatozoide 0,42 14 2 0 (0%)

(mGV) ovocitos de marras pré-puberes imaturos; (pGV) ovdcitos de porcas ciclicas imaturos; (mMll)
ovocitos de marras pré-puberes maturados in vitro; (pMIl) ovécitos de porcas ciclicas maturados in vitro

6 DISCUSSAO

Com relagcdo aos resultados encontrados para a ICR/H19, ndo houve
diferencas entre os grupos experimentais. Para os ovécitos de ambos os grupos,
marras pré-puberes e porcas ciclicas, os padroes de metilagdo se mostraram os
mesmos, tanto para ovécitos GV quanto para MIl. Isso mostra que os ovdcitos de
marras, que sabidamente tém menor competéncia (O'brien et al., 2000; Armstrong,
2001; Marchal et al., 2001; Grupen et al., 2003; Bagg et al., 2007; Paczkowski et al.,
2011), conseguiram se reprogramar, para esse locus especificamente, de maneira
correta durante a MIV, pois os ovécitos mMII apresentaram um padrdo semelhante
aos ovocitos pMIl.
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O padrdao de metilacdo entre ovécitos MIl de porcas ou marrds foram
estatisticamente iguais entre si, mas diferentes de espermatozoide. O locus IGF2/H19
tem um controle imprinted, cujo padrao normal é hipermetilado no alelo paterno e
hipometilado no alelo materno, padrdao que corrobora com o que foi encontrado nesse
trabalho e encontrado por (Park et al., 2009). Esses autores, estudando as trés DMRs
presentes na ICR/H19, encontraram que ovocitos de suinos maturados in vitro
apresentaram 10,1% de metilagao e os espermatozoides 96,7%, indicando que o gene
é regulado por um padrao diferencialmente metilado entre os alelos materno e
paterno, ou seja, de maneira sexo-especifica (Park et al., 2009). Park et al (2009)
também avaliaram o padrdo de metilagdo em tecido pulmonar adulto e encontraram
um padrao hemimetilado, o que confirma um padrdo imprinted. Park et al (2011)
também encontraram esse mesmo padrdo para a regiao IGF2/H19 em ovdcito
maturado de marré pré-pubere (13,6%), espermatozoide (78,1%) e tecido hepatico
adulto (43,1%), confirmando o controle imprinted do locus em suinos.

Portanto, quando tomados em conjunto os resultados aqui apresentados para
a ICR/H19 e os de Park e colaboradores (2009 e 2011), nota-se que essa regiao se
trata de uma gDMR, cujas marcas imprinted sdo determinadas durante a
gametogénese e se mantém apos a fecundagdo. Han e colaboradores (2008),
avaliando o padrao de metilagdo também na DMR1 da ICR/H19, encontraram 73,4%
de metilacdo em espermatozoides e 5,2% em ovocitos MIl de marras pré-puberes.
Além disso, avaliaram também o padrdo de metilagdo na regiao do ultimo éxon do
IGF2 e encontraram 87,7% e 19,3% para espermatozoides e ovOcitos,
respectivamente (Han et al., 2008).

Uma correta reprogramacao epigenética dos genes imprinted € de extrema
importancia para um correto desenvolvimento embrionario em mamiferos (Reik, Dean
e Walter, 2001; Amoako, Nafee e Ola, 2017). Por isso, o locus IGF2/H19, que esta
relacionado com desenvolvimento embriondrio, placentagdo e crescimento fetal, tem
sido constantemente estudado em varias espécies de mamiferos. Fagundes e
colaboradores (2011), estudando o ultimo éxon do gene IGF2 em ovécitos imaturos e
maturados in vitro de bovinos, mostraram, diferentemente do que foi apresentado
aqui, que o padrao de metilacao é diferente entre ovocitos mais e menos competentes.
O critério utilizado por esses autores, para menor ou maior competéncia, foi o tamanho

do foliculo, de 1-3 mm e > 8 mm, respectivamente (Fagundes et al., 2011).
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Mendonga e colaboradores (2015) também avaliaram o padrao de metilagao
no ultimo éxon do IGF2 de bovinos durante a foliculogénese. Os autores nao
encontraram diferenca estatistica entre ovécitos de foliculos primordiais (73,74 £ 2,88)
e MIl (56,35 = 4,45), porém encontraram entre ovocitos MIl e espermatozoides
(96,04%) (Mendoncga et al., 2015), o que esta de acordo com nossos resultados, pois
apesar de nao termos estudado a mesma regiao genémica, as duas participam juntas
da regulacao do /locus IGF2/H19 (Franco, Prickett e Oakey, 2014).

Park e colaboradores (2009) também encontraram heterogeneidade no padrao
de metilagdo dos ovocitos maturados, ou seja, os alelos que se encontram
hipermetilados. De acordo com esses autores, isso ocorre devido aos sistemas de
maturacao in vitro inadequados, ou seja, as condi¢cdes usadas para maturacao ainda
sdo subdétimas ou que os ovocitos de baixa qualidade nao foram rigorosamente
eliminados. Fagundes et al (2011) e Mendonga et al (2015) também encontraram
alelos hipometilados e hipermetilados nos ovocitos maturados in vitro de bovinos.
Fagundes et al (2011) encontraram 40% de alelos hipermetilados e Mendonca et al
(2015) encontraram 17%. Nossos resultados mostraram 16% de alelos hipermetilados
em ovocitos MII, tanto de marras quanto de porcas (tabela 3).

Considerando que o padrao de metilagdo para essas duas regides do DNA ja
esta relativamente bem estabelecido na literatura, tanto para bovinos, camundongos,
humanos, quanto para suinos e define que o alelo materno tem um padréao
desmetilado (Gebert et al., 2006; Lewis e Reik, 2006), sugerimos que esses alelos
hipermetilados encontrados pode ser devido aos efeitos adversos da MIV (Park et al.,
2009) ou devido a uma heterogeneidade dos ovdcitos utilizados, por exemplo
aspirados de foliculos de diferentes tamanhos (Caixeta et al., 2009).

Com relagdo aos resultados para o gene XIST, os padrdes de metilagcao
encontrados foram diferentes quando comparadas trés situacées. Conforme os
resultados apresentados, observa-se que essa regido ganha metilagcdo conforme a
idade reprodutiva da fémea (figura 9), ou seja, de marra para porca ha um aumento
da metilagdo tanto entre ovécitos imaturos quanto entre ovécitos maturados in vitro.
Ovécitos de pGV estdo mais metilados que de mGV, o que significa que
provavelmente o ovécito de marrda ndo teve competéncia para ganhar metilacdo de
novo quanto teve o ovécito de porca. Surpreendentemente os ovécitos de marras
perderam metilacdo durante a MIV (figura 9), quando se esperava ganho de metilacao,
pois a literatura mostra que essa DMR do XIST se encontra hipermetilada em ovocitos
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e hipometilada em espermatozoides (Zuccotti e Monk, 1995; Mendonga, 2017). Estes
dados da literatura corroboram nossos resultados para os ovocitos de porca, 0s quais
se encontram hipermetilados quando atingem MII (figuras 8, 9 e 10). Quando se
comparou ovécitos mMIl e pMIl observou-se dois extremos, onde pMIl apresentou um
padrao hipermetilado e mMII hipometilado (figuras 8 e 9). Isso mais uma vez sugere
gue os ovocitos de marrds, menos competentes, foram indbeis para ganhar metilacao
de novo. Assim, a reprogramacao epigenética dessa regidao do XIST pode estar
relacionada a competéncia e tem potencial para ser um marcador epigenético para
competéncia ovocitaria.

Esse padréo hipometilado do ovécito mMIl, semelhante ao de espermatozoide,
pode ser um entrave ao correto desenvolvimento embrionario se considerarmos que
essa regidao possa estar participando do controle da expressdo do XIST e em
consequéncia da iniciagdo do processo de ICX (Mohandas, Sparkes e Shapiro, 1981;
John e Surani, 1996; Augui, Nora e Heard, 2011; Wijchers e Festenstein, 2011). Ruan
e colaboradores (2018) avaliaram o efeito da superexpressao de XIST na clonagem e
observaram que esse evento, associado a persisténcia da marca de H3K9me3, sao
responsaveis por anormalidades na transferéncia nuclear de células somaticas
(SCNT) (Ruan et al., 2018).

Os autores compararam o transcriptoma de fetos suinos clones normais, fetos
clones anormais e fetos ndo-clones e observaram que os clones anormais, de ambos
0S sexos, apresentavam expressao de XIST aumentada, enquanto os clones normais
e ndo-clones tinham niveis de expressao de XIST semelhantes (Ruan et al., 2018).
Quando fizeram uma downregulation do XIST nas células doadoras de nucleos, eles
conseguiram aumentar a eficiéncia da SCNT. Ruan e colaboradores nao conseguiram
explicar os mecanismos pelos quais a menor expressdao de XIST melhora o
desenvolvimento de embrides suinos clones no estagio inicial de desenvolvimento.
Porém, observaram que a downregulation de XIST nas células doadoras normalizou
a expressao de genes relacionados a pluripoténcia e que os niveis de desmetilacao
do DNA para alguns genes como POU5F1, XIST e IGF2 diminuiram, se tornando mais
parecidos com os de embrides PIVE. Aléem disso, os niveis de expressao de genes
relacionados a modificagdes das histonas também se tornaram semelhantes aos de
embrides PIVE, assim como o nivel de H3K9me3, que segundo eles é considerado
uma barreira epigenética para a reprogramacao (Ruan et al., 2018).
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Yuan et al (2014) também encontraram expressdo aumentada e uma
diminuicao da metilacdo do gene XIST em fetos clones abortados machos e fémeas
em comparagao com os controles (Yuan et al., 2014). Esses resultados, junto aos que
encontramos para ovocito MIl de marras, mostram que o padrao hipometilado e a
expressao aumentada de XIST € prejudicial para o desenvolvimento embrionario e
sugerem que os mecanismos regulando a expressdo de XIST podem estar

relacionados a competéncia do ovadcito.

7 CONCLUSOES

Nesse trabalho foi determinado o padrdao de metilacdo do gene XIST e da
ICR/H19 de ovécitos GV e MIl de marras pré-puberes e porcas ciclicas. Observou-se
que a DMR1 da ICR/H19 nao sofreu alteracao desse padréo, independentemente da
idade reprodutiva da fémea e, portanto, essa regido ndo pode ser utilizada como um
marcador molecular de competéncia ovocitaria. Porém, quando comparado com
espermatozoide, essa regiao possui um padrao diferente, o que € caracteristica de
controle imprinted.

Com relacéo ao padrao de metilacdo para a DMR do éxon 1 do gene XIST, este
apresentou-se totalmente diferente entre marrés e porcas. De forma geral, os ovécitos
de marras possuem menor porcentagem de metilacao e os ovécitos MIl apresentam
um padrao igual ao de espermatozoides, que € desmetilado. Portanto, sugere-se que
0 padrao desmetilado para o XIST pode estar associado a menor competéncia dos
gametas de fémeas jovens, tornando o perfil epigenético dessa regiao um potencial
candidato a marcador de competéncia ovocitaria.
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